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Iトコン ｢.)了に存在するシ7 ル酸および-ヰ ソサミンのほとんどすべては糖タンパク質に由来す
るものであることが明 らかであるか ら､ この取 り込みの速匿は糖タン-'クJfBiの糖鎖-のg ルコサミ
ンの取 り込み速度を示していると考え られる.
ミトコン ド])了の取 り込みの速匿は原形質膜の剛 込みの速度5)と馴 晋類 似 していたo この













































































































列膜を除去 したミトコンド1)了で もCa2+を加えると呼吸_p増大が見 られ ジギ ト-ン処理をし
てもミトコンド.)了のエネルギ-依存性のCa2十の取 り込み能力は保たれていることが舟るo Lか
L^ 外膜を除去 したミトコント.)了をコソドロイナーゼABC処理 してもほ とんどエネル幸一依存
性のOa2十の取 り込みには影響を及ぼさなかったO
第 5 部 ミトコンド1)了の卯膜酵素の ト1)ブシン感受性に対するコンド
ロイチナーゼAIBCの影響
ロテノン-非感受性NADtI-チ トクロ-ムC還元酵素 (以列､チ Tlクロームロ還元酵素と略す｡)
とモノ7ミン酎 ヒ酵素はミトコンrl)了の列膜に局在 してVlることが明らかにされている｡10)
しかし､ この二つの酵素はト1)7-シン忙対 して異なった感受性を示すことにより､列膜における有
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2. ,3
Fig.8, Effeet of Chondroitinase ABC or AC on the
Tryptic Se4sitivity of the Outer Membrane Enzymes
Mitochondria(2 mg protein) and CHase ABC or AC
(O.2 unit) were incubated for 20 min. at 25eC in
O･4 ml of a medium composed of O.21 M mannitol, O.'07M sucrose and 10 rnM HEPES, pH 7.5. After incubation,
varying amoants of trypsin in O.1 ml of the medium
were added. and incubatton was continued for anotherIQ min. rhcubation 'w'as stopped by the addition of ]2
pg of trypsin inhibttor in O.4 ml of the medium.
Aliquots o, f the ±ncubation mixture were used for theenzyme asGaYS. o"-o wtthout(Hase
                    ,t----e wtth CHase ABC   . x x with CHase AC
- 19-
既に報告盲れているように.441 未卵 油 ミ トコt/ [･リ了をトけ シソ処理するとチ トタロIL
ム C遭元樺素は失活 したが､モノ7ミン酸化辞素は全(失括 しなかったO ミトコンドリ了をあらか
じめコン トロイチナtゼA】〕C処理 しておいた後.2つの酵素の ト])ブシン感受性5:調べたoモノ
7ミン酸化酵素は未処理のミトコン ド])了と同様､ トT)7-シン把よって失活 しなかった0-万､ 1-
トクロ- ム C還元酵素はコン ドロイチナ-ゼABCによって トリプシンに対する感受性が増大 したo
Lか し､ B塾のコンドロイチン硫酸には作用 しないコン トーロイチナーゼACでは控 とんど夢中を受




から判断 して､451 この 乗 取 条 件ではコンドロイチン硫酸Aおよび Cは大部分が消化を受けるが
コンドロイチン硫酸 王=ま半分以上時未消化の壬まであると考え られる｡


























































        g














    +    +
    +
Chondroitinsulfate$
    -    A    c
o
]ig trypsin / mg MT protein
Fig. iO. Effect of Exogenous Chondroitin Sulfates
on the Tryptic Sensit±vity of Reductase of Mitochon-dria Digested with Chondroitinase ABC
Mtochondria(2 mg pretein), Chase ABC(O.2 unit) were
incubated £or 20 min at 25eC in O,5 ml the medium                                             used
in Fig. 8, Afetr incubat±on, the chondroit±n su)fatesA or C and varying amounts of trypsin in Q.2 ml of the
med±um were added, and incubation was continued for .another '10 min. Incubation was stopped' by the addition
of 52tlig of trypsin inhibitor in O.4 ml of the medium,
Aliqudt6 of the j.ncubation mixture were used for theReductase assay. r-
-22r
Fig.10はコントロイチナーゼABCで処理 したミトコンド1)了にコ y r.,イチン硫酸を加え
て､チ トクロ-ムC還元酵素の ト1)ブシン感受性の変化を調べたものであるo この実験条件では加
えられたVlずれの塾のコン ドロイチン硫酸 もト])71シン消化の間は大部分は未消化であると考えら







従って､ これ らの結果よりチ トクロ-ムC遣元酵素の1I)ブシン感受性に対するコソドロイチナ
ーゼA:BCの監督はミトコン ドl)了の表面よりB型のコンドロイチン硫酸が酵素的に除去されたた






































ミトコy ドt)了より得られる中性糖ペプチドおよび酸性糖ペプチ ド吐 ミクロゾーム膜を比じめ
とする他膜系の糖ペプチドに比べて､七フ 丁テ ックス8 -50の溶出位置から判断していずれも分
子量が小帥 と考えられる02)･4)･5)･i九 得られた糖ペプチドOf蝉 分析磯 ミトコンドリ7の糖
ペプチ ドは他膜系の糖ベプチ･卜の 1分子当りの頼義基数は少毛く､ このE.とからも､ ミトコンド
I)了に存在する糖ペプチドの糖鎖は他膜系のそれに比べて分子量が小さLrlことが轟付けられてVi






























の原因は不明であるが-つの可能性として､ de Bernardら比-キソサ ミソを丑lson-
Morgan蛙で比色定畳しているためにタンJlク質量の多t,,内膜に存在する丑160n-_WDrgan
反応の妨害物貿忙よ,て､ 見かけの-キソサミン直が高 くたったのではTLV,かL推定される.また､
彼らはこれらの結果よDI)日 コソドリ了に存在するへキノサミ yおよび･/了ル酸の約 8口汚は
とは外膜および内膜以外の画分忙存在すると粒たし､それが腰間部に由来するE.とを示している.




パ I)ソAの ミトコソ ド1)了の全結合畳の約 40蕗がintactた ミトコyドリ了に昆い出されたC
このことは ミトコンド])了のコソカナJ,'1ンAの全結合部位の約 40盛が外膜の外表面に存在し








異的と言われているRicinus colnmuni8 agglutinin51)を使フて. ミトコンドリ7膜
表面の楯鎖の分布を凝集法で調べたo intact丘ミトコンドリ了では コンカナバリンAおよび

















著者吐ラット肝細胞 ミトコソ ド1)了の頼メソノくク質の代謝的性質を調べたrこう､ ミトコンド
リ了の楯メソノlク質へのgルコサ ミンの取り込み性ミクロゾーム膜に比べて遅く､原形質膜の場











たり畢孜E)､ Fルコサ モンdl取 り込み速定性かt.L少速 く､特に､-キソサミン画分の取り込み遮




14C-aalなどとインキュ.i- トしたところ､タンJ.･ク質画分に 14C-hhn あるh性 14C-Bal
の取b込みが見られたことを報告している｡更に､ キトコンドt)7を外膜と内膜に舟離 し､それ
ぞれを8I)PJ 4ローManおよびtJI) p -14C-Balと巾.キュべ-ト したところ､外膜にはほとんど取り
込み活性は月小出卓九をかったが､内膜には取b込み活性が兄い出されたDとのことからミトコyド








































































































































































































































KClを含む ロー22L4スクロース溶液 (tiaOI壬でpn714に調製)中で､ 50℃で顧東電駐 把より
測定したo
ミトコンドIj了の外膿酵素の酵素活性の測定
<モノ了ミソ酸佃 夢素> ベンジル了 ミソを基質にして基本的には schnaitm n らの瀬藍1日)
rL従い測定したo ロ･1M l)ン酸ナトリウム緩衝液 (pH7.5) (2.95m'E)､ 0.15LCベンジル7号
I (D･ロ5Hz)お よび2蕗トリトンXIOOで可溶化した酵素蔽 (D.2dE)を加えて5D℃で反応さ
せたO反応の進行は自記分光光度計により測定したO
<ロテノン-非感受性NADH-チトクロームC還元酵素> チ トクロームCを基質にして基本
的には BOttocaBaらの方法 46)vEl従vl測定した｡5mH FADE (0.1dE)I5州 チ トクローム
a (o･1hZL)､ 5州 Rotenoneおよび0.5mM KCNを含む0.1加リン酸ナ ト1)ウム援衝液
(p王王7･5) (2･BhZり および酵素液 (口.05mE)を加えて5ロ℃て反応させたo反応の進行は自己
分光光政計により測定した｡
ミトコンドt)了のコソドコイチナー-t'ABCおよびAC消化 (第 5節)
ミトコン ド1)7 (2mlgタンJ,'ク質)と0.21ユnitのコソドロイチナ･-t･ABCあるVt吐AO (坐
化学工講株式会社製)をo･4zwEの0･07Mスクロースおよび1DmM E丑PESナ トリウム緩衝液 (
pH7･4)を含むD･21.M- こト ル溶液中で､ 5D℃､ 15分間インキエペートした｡コソドロ
イチy硫酸を加えてコソドロイチナーゼABCを阻害するとき比 2.5呼のコyドロイチy硫酸A､
BあるLnは C(Buper 叩 ecial grade､ 生化学工業株式会社型)を加えたo
ミトコンド1)了の トリブ-/ン消化
ミトコンドリ7 (2mgタンJ,-ク質)をM hltの0_07Mスクロ-スおよび 1Drn加 EBPEBナト
1)ウム援価液 (pⅡ 7･4)を含む 0･21Mマンニ トー ル溶液に懸濁させ. 口.1PIEの上記の溶液に溶
かした トリ71.yy (Ty･pe札 sigma Chem.CO.輿)を加えて､ 25℃, 1D分間インキュ



































に置換基をもつ マ ンノースはコyカナバ リンAと強 く反応することが反応することが知 られている｡
これ らの事乗をもとに､抗マンナン抗体とコンカナバ 1)ンAを用いて､特に,本研究の主題であるミ
トコンド1)了の楯 タン/;クの中性糖鎖の構造の特徴を調べたO
第 1 節 坑マンナ/抗体の調製とその性質
坑マyナy抗血清は 1車加熱酵母死菌生理食塩水懸濁液をウサギの耳静脈に 1週間に2臥 川週
間授与 し､最糸免疫後､ 1週間後に血液を採取 して調製 したO
得 られた抗血清の力価は 2帝酵母生理食塩水懸濁液に対 してⅩ25占(抗血清の25占倍希釈Ifで凝
集性を示 したJであり､この括性はすべて 1/2飽和硫酸7ンモニウム液で沈澱するγ-グロ7■リ






域は0.2皿Aの抗血清に対 して10DJLg マンナンであったD (Fig.12参照 )
-57-
          Table 7 ,.
Aggtutination Titer of Antimannan Serum
    and its Subfraction
Titerl)
  Serum
Crude r Gtobulin fraction
(1i2 sat,( NH.);Sa, precipitate)
  Ig M fraction
  Ig A fraction
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]!'ig. i2. Quantitative ?recipitin Curve of Antimannan
$'erum against Mannan
.The antimannan serutn(O.2 ml) and varyin.ff a'inounts of
mannan in O.8 ml of PBS(pU'8.0) were mixed, :ncubat±on
was performed £irsL eor Z hr at 370C, then for 24, hr-at 4ec.r Tke precipltate £ormed was'`coilected by centri£ugation, wqshed with PBS(pH' 8.0) twice, and then dissolved Sn
-iltM2Zs8fmlk.% Na2q03. AbEerbance ot the 6oiutiQn .was measuiced




























































































numberaui 40 6o . 8o 100 120220 2go
Fig. Ik, Epaatienatien of Taka AmyZase A GIycopeptlde6 ･on Dowex 50X2 ''' ' '' 'Malta aaylaEe A' glyqopejptLde6'(77.9 mg mannose eq.,)were
･disselved- in- 5 ml of O.OOI.M. ･pyrtdine.ace,ttc aeid butfer,pH 2.5, and '.apPlied to a co]umn of Dowex 50X2(1.5X 116 cm)
equilibrated sv±th the same butter. EIUtion wats carried ''･outrinitia,11y with the sarne buffer, from tube number
7Z to tube number 200 with a linear grad±ent from the -same buffer to O.P4M pyr2dine-aeetic a.c±d buffer,pH 3.1
                       w±th O,･2 M                 pyridimeecetic ae' ±d butfer,and from tube ･niitaber 201pH J.l. The flow rate was 25 ml per hr and 15.3 ml fractions
weru colle'cteq i"itiailY ahd from tube numPer 71, IQ..5 ml
























































































































































　　　　　　　　 　　　　　 　　　　　　　　　 of　TBS（pH　8．O）　and
　　　　　　　　　　　　　　　 　　　 　　　　　　　　of　T：BS（：pヨ8．o）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　　　　　fo 　30　皿irL
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　　 　　　　　 　　formeq
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　waεhed　wi七h　TBS（p且8．0）

































































































　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　七hen　for　2与hr　at　Zl・OC。con七inued flr8t 2　hr　a ・37自G
，he　prθcipita七e　f。med　wa8．c。11ecちed　by　cen七rifugat⊥。n
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　twice，　and　七hen．diεsolved　in，　waεhed　with PBS（pH 8。0）
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            o.o2 toD4 o,o6 o.oe ., o,lo .        p moles inhibitor ad.ded. e-e Neutrat gtycopeptides
                        e'-e Acidic gtycopeptides
Fig. 20, Xnhibition of Concanavalin A-Mannan                                       .fromPrecipitation Reaction by Glycopeptldes>litochondria of Rat Liver '                  l t..Concanavalin A(500 pg5 in O.5 ml o£. TBS(pH 8.0)and varying amounts of glycoPbCi'Tdre in O.5 ml 6f
TBS(pH 8.'O) were rnixed, and after･incubation-
50 min a,t 570C, 50 JJtg mannan: in O.5 ml of
                                   firstwas added. Incubation was continued       for
at 570C, then for l hr,4"C. The precip±tatecoZlected by centr±fugatiorL, washed with TBS(pHonce, and then dissolved in X ml of l % Na2COJ.Absorbance of the solution was measured at'280
"
   for -TBs<pH 8･Q)
   30 m'jn
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